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Base teórica: Devido à diminuição do desenvolvimento de novos antimicrobianos 
nas últimas décadas, terapias combinadas têm sido empregadas contra bactérias 
multirresistentes como opção à monoterapia no tratamento de infecções graves. 
Para tratar infecções causadas por Peusdomonas aeruginosa resistente a 
carbapenêmicos, amicacina e polimixina B têm sido utilizadas em associações com 
imipenem, pois possuem diferentes mecanismos de ação, o que, teoricamente, 
indicaria a possibilidade de efeito sinérgico. 
Objetivo: O objetivo deste trabalho foi verificar a interação, in vitro, de amicacina e 
polimixina B em associação com imipenem frente a diferentes isolados de P. 
aeruginosa resistentes a carbapenêmico. 
Métodos: Foram selecionados isolados de P. aeruginosa resistentes a 
carbapenêmico oriundos do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, coletados no 
período de janeiro a março de 2015. Foi realizada eletroforese em gel de campo 
pulsado e detecção do gene blaSPM-1 para selecionar diferentes clones. Seis isolados 
(três SPM-1 positivos e três negativos para a carbapenemase) foram selecionados 
para realização da técnica de time-kill, a fim de avaliar a atividade antimicrobiana 
das combinações de imipenem com amicacina e imipenem com polimixina B. 
Resultados: Sinergismo ocorreu para combinações de imipenem com amicacina em 
3 isolados, dos quais um era SPM-1 positivo e dois eram SPM-1 negativos e todos 
apresentaram CIMs relativamente baixas a intermediárias. Quanto às combinações 
de imipenem com polimixina B, houve sinergismo somente para dois isolados, um 
SPM-1 positivo e um SPM-1 negativo, contudo houve antagonismo em 5 isolados, 
dois SPM-1 positivos e três SPM-1 negativos. Para 4 isolados, as combinações de 
imipenem com amicacina tiveram atividade bactericida, enquanto, para todos os 
isolados, as combinações de imipenem com polimixina B, bem como polimixina B 
isoladamente, 1x e 2x a CIM apresentaram atividade bactericida.  
Conclusão: Sinergismo pode ocorrer, para combinações de imipenem mais 
amicacina, quando os isolados apresentam CIMs relativamente baixas ou 
intermediárias para imipenem (≤16 µg/mL a 128 µg/mL) e amicacina (≤32 µg/mL). 




de concentrações inibitórias mínimas para imipenem e polimixina B. Além disso, a 
presença ou ausência do gene blaSPM-1 não pareceu influenciar nos resultados. 







Background: Due to a decrease on new antibiotic development over the last 
decades, combined therapies have been employed against multigrug-resistant 
bacteria as an option to monotherapy in severe infection treatment. In order to treat 
infections caused by carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa, amikacin and 
polymyxin B have been used in associations with imipenem, because they possess 
different mechanisms of action, which could, theoretically, indicate the possibility of 
synergistic effect. 
Objective: The aim of this study was to verify the interaction, in vitro, of amikacin and 
polymyxin B in association with imipenem against various carbapenem resistant P. 
aeruginosa isolates. 
Methods: Carbapenem resistant P. aeruginosa isolates have been selected from 
Hospital de Clínicas de Porto Alegre, collected from January to March 2015. Pulsed 
field gel electrophoresis and detection of blaSPM-1 gene has been performed to select 
different clones. Six isolates (three SPM-1 positive and three negative for the 
carbapenemase) were selected for time-kill assay, in order to assess antimicrobial 
activity of imipenem plus amikacin and imipenem plus polymyxin B combinations. 
Results: Synergism occurred for combinations of imipenem plus amikacin in three 
isolates, from which one was SPM-1 positive and two were SPM-1 negative, and all 
presented relatively low to intermediate minimum inhibitory concentrations. About 
imipenem plus polymyxin B combinations, synergism occurred in only two isolates, 
one SPM-1 positive and one SPM-1 negative, however antagonism occurred in five 
isolates, two SPM-1 positive and three SPM-1 negative. For 4 isolates, imipenem 
plus amikacin combinations had bactericidal effect, while, for all isolates, 
combinations of imipenem plus 1x and 2x the MIC of polymyxin B presented 
bactericidal activity. 
Conclusions: Synergism can occur, for imipenem plus amikacin combinations, when 
isolates present relatively low or intermediate MIC of imipenem (≤16 µg/mL to 128 
µg/mL) and amikacin (≤32 µg/mL). However, antagonism happened regardless high 
or low minimum inhibitory concentrations for imipenem and polymyxin B. Also, the 
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Pseudomonas aeruginosa é um dos mais frequentes patógenos 
oportunistas, podendo causar infecções nos tratos respiratório e genito-urinário, 
além de ceratite, otite média, pneumonia, bacteremia e estar relacionada à 
progressão da doença respiratória da fibrose cística (FC) (1, 2). Infecções causadas 
por P. aeruginosa também estão associadas à permanência hospitalar mais 
prolongada e a altas taxas de morbidade e mortalidade (3). Desta forma, seu 
isolamento em pacientes imunocomprometidos, hospitalizados ou portadores de 
fibrose cística é preocupante, especialmente quando cepas multirresistentes a 
antimicrobianos (MDR, do inglês multidrug-resistant) são identificadas. 
Esse patógeno é naturalmente resistente a diversos antimicrobianos, como 
ampicilina, cefalosporinas de 1ª e 2ª gerações e ertapenem, entre outros. Assim, os 
fármacos geralmente empregados no tratamento de infecções por P. aeruginosa são 
algumas penicilinas, cefalosporinas de 3ª e 4ª gerações, monobactâmicos, 
carbapenêmicos, fluoroquinolonas e aminoglicosídeos (1, 4). 
Apesar de haver antimicrobianos com ação contra P. aeruginosa, existem 
cepas capazes de inativá-los através de variados mecanismos de resistência, como 
a produção de beta-lactamases (principalmente carbapenemases), alterações dos 
canais de porina de membrana e da hiperexpressão das bombas de efluxo (4). Já foi 
descrito que cepas isoladas de amostras clínicas apresentam pelo menos um 
mecanismo de resistência, o que dificulta o tratamento (2, 5-10). Apesar de não 
haver um consenso internacional, considera-se P. aeruginosa MDR quando esta 
apresenta resistência a pelo menos dois ou três de cinco classes (penicilinas anti-
pseudomonas, cefalosporinas, carbapenêmicos, fluoroquinolonas e 
aminoglicosídeos) de antimicrobianos (3). 
Considerada como tratamento de última linha, as polimixinas são 
frequentemente usadas em infecções por P. aeruginosa MDR, já que esse patógeno 
é geralmente sensível a esses fármacos. O uso dessa classe havia sido 





Tendo em vista a diminuição no desenvolvimento de novos antimicrobianos 
nas últimas décadas, a emergência de cepas resistentes a praticamente todos os 
antimicrobianos, inclusive polimixinas, torna-se necessário encontrar outras opções 
terapêuticas (13). Assim, estudos têm avaliado o sinergismo in vitro de dois ou mais 
antimicrobianos combinados para diversos microrganismos MDR, como 
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, enterobactérias, Acinetobacter 
baumannii e Pseudomonas aeruginosa. As combinações comumente testadas 
contra Gram negativos MDR envolvem carbapenêmicos, polimixina B, tigeciclina, 
aminoglicosídios, fluorquinolonas e fosfomicina entre outros. Contra P. aeruginosa, 
existem poucos estudos recentes avaliando combinações de carbapenêmicos com 
algum outro antimicrobiano, especialmente aminoglicosídeos e polimixina B, 
buscando, além de um potencial efeito sinérgico, uma possível diminuição das 
concentrações inibitórias mínimas (CIMs) necessárias para o tratamento (14-18). 
As técnicas in vitro disponíveis para avaliação de sinergismo de 
antimicrobianos são checkerboard (CK), método com fitas de Etest®, método de 
avaliação das curvas de tempo-morte (TK, do inglês time-kill) e o modelo de infecção 
hollow fiber (HFIM, do inglês hollow fiber infection model). O método de TK avalia a 
extensão da atividade bactericida, enquanto as duas primeiras metodologias 
refletem a CIM. Já o HFIM é o modelo que mais se aproxima a um modelo in vivo, 
pois leva em conta, ao contrário das demais, a farmacocinética, contudo essa 
técnica é mais complexa e tem um custo maior. Desta forma, a técnica de TK 
poderia fornecer informações importantes a respeito da interação entre os 
antimicrobianos e servir como triagem para selecionar cepas e antimicrobianos para 
serem testados pelo HFIM (19, 20). 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1. ESTRATÉGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMAÇÕES 
 
Considerando o enfoque deste trabalho, a estratégia de busca de dados foi 
realizada em bases de dados, como PubMed, LILACS e SciELO, em livros de 
microbiologia e sites de organizações ligadas à área de microbiologia. Os termos 
buscados, de forma separada e combinada, foram “Pseudomonas aeruginosa”, 
“synergism”, “polymyxin B”, “amikacin”, “imipenem”, “antimicrobial combined therapy” 
e “time-kill”, além de suas variações em português. Foi dada preferência às 
publicações dos últimos dez anos, mas publicações mais antigas com 
determinações de conceitos e consideradas relevantes para a área também foram 
avaliadas.  
 
Figura 1. Estratégias de busca de informações.  
 
2.2. Pseudomonas aeruginosa 
 
Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria que se apresenta como bacilo 
Gram negativo, reto ou ligeiramente curvo, geralmente disposto aos pares, medindo 
de 0,5 a 1,0 μm de largura e 1,5 a 5,0 μm de comprimento. Por utilizar o oxigênio 





descrita como aeróbio estrito. Contudo, pode crescer de forma anaeróbia ao utilizar 
nitrato ou arginina como aceptores alternativos de elétrons. Uma característica 
importante é a presença da enzima citocromo oxidase, detectada em testes rápidos 
para a diferenciação de enterobactérias e outros bacilos Gram negativos não 
fermentadores (21).  
Possui um grande genoma, tipicamente com mais de 6 Mb (22), sendo um 
microrganismo ubíquo, bastante versátil, encontrado em água, solo e, de forma mais 
preocupante, em ambientes hospitalares. Alguns estudos de tipagem molecular têm 
evidenciado que as cepas de P. aeruginosa encontradas em amostras clínicas são 
as mesmas de ambiente hospitalar. Além disso, devido ao sistema de manejo de 
resíduos clínico-hospitalares, essas cepas também são encontradas no meio 
ambiente e em sistemas de distribuição de água doméstica. O contato humano com 
estes ambientes propaga a disseminação dessas cepas clínicas que geralmente 
apresentam maior virulência e resistência a antimicrobianos (23-26). 
Esse microrganismo possui diversos fatores de virulência que o tornam 
patogênico. Entre esses fatores está o sistema de secreção do tipo III que secreta 
potentes citotoxinas diretamente nas células hospedeiras. Outros fatores são os 
pigmentos (sideróforos) que permitem a bactéria escapar do sistema imune inato. 
Além disso, essa espécie também é capaz de formar biofilmes, aumentando ainda 
mais a resistência a antimicrobianos (27-29). 
P. aeruginosa é um patógeno oportunista, afetando principalmente 
imunocomprometidos, como pacientes com FC, queimados e neutropênicos. Em FC, 
uma doença crônica, essa bactéria tem grande importância, pois está associada 
com a progressão da doença pulmonar, levando o paciente à falha respiratória e, 
consequentemente, à morte (30, 31). Os pacientes fibrocísticos apresentam 
alteração no transporte de proteínas, resultando na produção de um muco viscoso 
notoriamente na via respiratória. Essa característica torna o paciente fibrocístico 
mais suscetível a infecções da via aérea, o que os leva a um uso prolongado de 
antibióticos. Essa situação pode levar a uma seleção de cepas resistentes, tornando 
ainda mais difícil controlar a infecção das vias aéreas dos pacientes com FC (32). 
Diversos estudos demonstram infecções nosocomiais causadas por            




neutropenia aguda, feridas cirúrgicas, queimaduras, trato urinário, aspirado 
brônquico, lesões de pele, sangue, abscessos, aspirado traqueal, escarro, fluído 
peritoneal e outros (2, 5, 10, 33-36). Adicionalmente, estudos retrospectivos têm 
mostrado mortalidade aumentada após tratamento empírico inapropriado para 
bacteremias por P. aeruginosa (37-40). Os fatores de risco associados à mortalidade 
devido à infecção por essa bactéria são tratamentos impróprios empíricos e demora 
na aplicação da terapia (3). 
 
2.3. MECANISMOS DE AÇÃO DE ANTIMICROBIANOS 
 
Os agentes antimicrobianos têm como alvo alguma estrutura bacteriana, 
podendo interferir na parede ou membranas celulares, na função dos ribossomos, 
nos ácidos nucleicos e no metabolismo. Desta forma, os principais mecanismos de 
ação dos antimicrobianos são: inibição da síntese da parede celular, disfunção da 
membrana celular, inibição da síntese de proteínas, inibição da síntese de DNA e 





Figura 2. Classes de antimicrobianos relacionados aos sítios de ação na célula bacteriana. 
Fonte: Adaptado de Bbosa et al. (2014) (41). 
A seguir serão focados os mecanismos de ação dos antimicrobianos 




Os carbapenêmicos possuem um anel beta-lactâmico, assim como 
penicilinas e cefalosporinas, mas também têm modificações em sua estrutura 
molecular que os tornam mais estáveis e resistentes a beta-lactamases (42). 
Primeiramente, para agirem, os carbapenêmicos atravessam a membrana celular 
através de porinas. Após, a molécula liga-se às proteínas ligadoras de penicilina 
(PBP, do inglês penicillin binding protein), que são enzimas que catalisam a 
formação do peptidoglicano na parede bacteriana. Ao fazer essa ligação, a molécula 
antimicrobiana inibe as ligações cruzadas e outras reações da biossíntese da parede 
celular. Como a formação da parede é um processo de formação e autólise 
ocorrendo ao mesmo tempo, ao inibir as PBPs, apenas a autólise continua. Essa 
situação leva a respostas de estresse celular e, por fim, resulta na lise da célula 










Os aminoglicosídios consistem de amino-açúcares conectados tipicamente 
por pontes glicosídicas. Primeiramente o antimicrobiano precisa passar a membrana 
da célula bacteriana. Para isso, ocorre uma interação eletrostática entre a molécula 
de aminoglicosídio positivamente carregada e o lipopolissacarídeo (LPS) 
negativamente carregado da membrana externa. Após, por mecanismos 
relacionados à cadeia de transporte de elétrons não muito bem elucidados, o 
antimicrobiano entra na célula. O hidroxil e o grupo amino dessas moléculas 
interagem com a subunidade ribossomal 30S, mais comumente o sítio A, 
provocando uma mudança conformacional. Esta mudança implica em tradução e 
síntese de proteínas defeituosas. A morte da bactéria pode ser devido à inserção de 
proteínas defeituosas traduzidas na membrana, que podem causar desestabilização, 
ou devido ao fato do antimicrobiano inibir completamente a atividade ribossomal. A 
amicacina possui uma cadeia lateral L-hidroxiaminobutiramida que bloqueia muitas 
enzimas N-acetiltransferases e O-fosfotransferases, o que aumenta o seu espectro 
em relação aos outros fármacos dessa classe (29, 43). 
 
2.3.3. POLIMIXINA B 
 
A classe das polimixinas consiste de cinco polimixinas (A a E), mas somente 
duas formas estão disponíveis para uso clínico, a colistina (polimixina E) e a 
polimixina B, tendo esta última sido desenvolvida com o objetivo de ser menos tóxica 
(29, 44). As polimixinas são peptídeos cíclicos com cadeias laterais peptídicas 
cobertas com uma cauda alquil saturada hidrofóbica de ácido α,γ-diaminobutírico. 
Essas moléculas são policatiônicas (positivamente carregadas) e hidrofóbicas, 
capazes de deslocar os íons magnésio e cálcio dos grupos fosfatos, que são 




moléculas antimicrobianas interajam eletrostaticamente com o lipídio A 
(negativamente carregado) do LPS da membrana externa. Essa perturbação leva a 
uma permeabilidade aumentada da membrana celular bacteriana, a um vazamento 
do conteúdo intracelular e, consequentemente, a uma rápida morte celular (29, 45). 
 
2.4. MECANISMOS DE RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS EM P. aeruginosa 
 
P. aeruginosa possui mecanismos de resistência naturais e adquiridos. Os 
naturais a tornam intrinsecamente resistente a diversos antimicrobianos, como 
ampicilina, cefalosporinas de 1ª e 2ª gerações, ceftriaxona, ertapenem e 
sulfametoxazol/trimetoprim, enquanto os adquiridos podem torná-la resistente a 
antimicrobianos que normalmente teriam efeito. Os principais mecanismos em P. 
aeruginosa de resistência são alteração dos canais de porina, hiperexpressão de 
bombas de efluxo, degradação ou modificação do antimicrobiano, alteração 
estrutural na permeabilidade da membrana e alteração do sítio alvo (41). 
 
2.4.1. PERDA OU ALTERAÇÃO DE PORINAS 
 
Porinas são proteínas substratos específicas localizadas na membrana 
externa da célula bacteriana que permite a difusão de nutrientes e alguns 
antimicrobianos, como os carbapenêmicos (46). Grande parte da resistência 
intrínseca apresentada por P. aeruginosa a diversos antimicrobianos é devido à 
presença em grande proporção de porinas lentas, que permitem uma passagem em 
menor velocidade de solutos, inclusive antimicrobianos. A perda da porina OprD, ou 
quando expressa em níveis muito baixos, leva à resistência ao imipenem, pois este 
antimicrobiano usa primariamente esta porina específica para atravessar a 
membrana externa. Pode também haver uma mutação que torne a porina 
disfuncional. A deficiência da OprE está ligada à resistência a cefalosporinas, assim 
como a deficiência da proteína E2, que está também relacionada com resistência a 





2.4.2. BOMBAS DE EFLUXO 
 
Bomba de efluxo é um mecanismo que pode exportar os antimicrobianos 
para o exterior da célula bacteriana. Em P. aeruginosa, existem cinco superfamílias 
de bombas de efluxo. A principal bomba é a MexB, da superfamília resistance-
nodulation-division (RND), que é expressa constitutivamente, conferindo resistência 
natural a alguns antimicrobianos. As bombas de efluxo acabam por formar 
complexos entre si e com as porinas, sendo os principais: MexAB-OprM, MexCD-
OprJ, MexEF-OprM e MexXY-OprM. A bomba de efluxo MexAB-OprM é bastante 
relevante em P. aeruginosa, pois está relacionada à resistência intrínseca e tem 
capacidade de exportar quase todos os beta-lactâmicos, inclusive meropenem e 
doripenem, mas não consegue exportar imipenem (48, 49). A bomba de efluxo 
MexCD-OprJ, cujo gene encontra-se em plasmídeos, pode exportar fluorquinolonas, 
beta-lactâmicos (preferencialmente cefalosporinas de 4ª geração), cloranfenicol, 
tetraciclina e macrolídeos. A bomba MexEF-OprN exporta fluorquinolonas, 
cloranfenicol e trimetoprim, mas não parece ter afinidade por beta-lactâmicos. Já a 
bomba MexXY, que parece estar relacionada à resistência intrínseca e pode 
associar-se a diversas porinas, como OprM, OpmB, OpmG, OpmH e OpmI, 
exportando fluorquinolonas, cefepime, aminoglicosídios, tetraciclinas, cloranfenicol e 
eritromicina (46). 
Exceto por um estudo que relatou resistência a polimixina em Yersinia sp. 
por bomba de efluxo (50), esse mecanismo não parece estar relacionado à 
resistência a essa classe. 
 
2.4.3. DEGRADAÇÃO OU MODIFICAÇÃO DO AGENTE ANTIMICROBIANO 
 
Degradação de beta-lactâmicos realizada por hidrólise pela ação de enzimas 
beta-lactamases é o mecanismo mais comum de resistência em Gram negativos. 
Essas enzimas podem ser classificadas de acordo com sua estrutura molecular, 





Tabela 1. Classificações de beta-lactamases encontradas em P. aeruginosa. 
Classifiicação de 
Bush e Jacoby 
Classificação 
de Ambler 
Tipos de enzimas 
1 C AmpC (PDC) 
2b A TEM-1, -2, -90 (TLE-1) e -110 
SHV-1 
2be A PER-1, -2 
VEB-1, -2 e -3 
TEM-4, -21, -24, -42 e -116 
SHV-2a, -5 e -12 
GES-1, -2 e -5 
BEL 
LBT 802 
CTX-M-1, -2 e -43 
2c A PSE-1 (CARB-2), -4 (CARB-1) 
CARB-3, -4, -like 
AER-1 
2d D LCR-1 
NPS-1 
OXA-1-5, -7, -9-21, -24/40, -28, -30-32, -35, -45, -
46, -50, -53 e, -161  
2f A KPC-2 e -5 
2b B IMP-1, -4, -6, -7, -9, -10, -12, -13, -15, -16, -18 e -
22 




Fonte: adaptado de Zavascki et al. (2010). 
Grande parte da resistência intrínseca apresentada por P. aeruginosa a 
diversos antimicrobianos é devido à produção cromossômica da enzima AmpC (37). 
Cepas selvagens que produzem AmpC em níveis basais são suscetíveis a 
penicilinas anti-pseudomonas, combinações de penicilina com inibidores, algumas 
cefalosporinas e carbapenêmicos. Contudo, quando os níveis de AmpC aumentam, 
P. aeruginosa pode se tornar resistente a todos os beta-lactâmicos, com exceção 
dos carbapenêmicos. O aumento no nível da produção de AmpC pode ser induzido 
por beta-lactâmicos, como cefoxitina e imipenem, ou inibidores de beta-lactamase, 
como clavulanato (46). 
Em P. aeruginosa, dentro das carbapenemases, a classe com maior 
relevância clínica é a classe B, também denominada de metalo-beta-lactamase 
(MBL). As MBLs necessitam de um cofator íon metal, como o zinco, podendo então 
ser inibidas in vitro por agentes quelantes, como o EDTA e o ácido 
mercaptopropiônico. Estas enzimas degradam todos os beta-lactâmicos, com 
exceção dos monobactâmicos, e não têm sua atividade diminuída pelos inibidores 




tazobactam (52). No Brasil, desde seu primeiro relato em 2002 (53), a MBL que se 
destaca atualmente em P. aeruginosa é a SPM-1, sendo a mais prevalente 
carbapenemase desta espécie em diversas regiões do país (54-62). 
Enquanto algumas enzimas degradam o antimicrobiano, outras o modificam. 
Por exemplo, a resistência a aminoglicosídios pode ocorrer pelas enzimas 
modificadoras de aminoglicosídios. Entre essas enzimas está a acetiltransferase 
aminoglicosídica, que catalisa a acetilação de grupo amino, diminuindo a atividade 
antimicrobiana. Outra enzima é a fosfotransferase aminoglicosídica, esta faz a 
fosforilação dos grupos hidroxil, o que introduz uma carga negativa na molécula 
antimicrobiana e muda a habilidade de se ligar ao sítio A no ribossomo. A última 
enzima é a nucleotidiltransferase aminoglicosídica, que catalisa a transferência de 
um grupo AMP do ATP para um grupo hidroxil na molécula de aminoglicosídio. Esta 
última tem grande relevância clínica, pois confere resistência a tobramicina, 
gentamicina e amicacina (43). 
 
2.4.4. ALTERAÇÃO ESTRUTURAL NA  MEMBRANA CELULAR 
 
Alteração no LPS pode levar à resistência a aminoglicosídios. Uma redução 
da carga negativa na membrana diminui a interação eletrostática com a molécula 
antimicrobiana, interação necessária no primeiro estágio de ação desses fármacos. 
Além disso, uma mutação que provoque defeitos nos componentes da cadeia de 
transporte de elétrons, que está envolvido no transporte do fármaco para dentro da 
bactéria, também pode tornar a bactéria resistente (43). 
Embora muito rara, resistência à classe das polimixinas pode ocorrer. O 
principal mecanismo envolve uma alteração na molécula LPS, por exemplo em P. 
aeruginosa pode ocorrer regulação positiva da proteína de membrana H1, que 
substitui o magnésio e o cálcio no LPS e, portanto, diminui a afinidade a polimixinas 
(1, 29). Além da substituição, pode haver uma menor quantidade desses cátions, 






2.4.5. ALTERAÇÃO DO SÍTIO ALVO 
 
Outra forma de resistência a carbapenêmicos pode acontecer por mutação 
ou produção diminuída das PBPs (42). Quanto a aminoglicosídios, pode ocorrer uma 
modificação do alvo, devido a mutações ou modificações enzimáticas. Um exemplo 
de modificação enzimática são as metiltransferases ribossomais, que transformam 
os nucleotídeos do sítio de ligação em derivados metil e levam, assim, à resistência 
a essa classe (43). 
 
2.5. TRATAMENTO DE INFECÇÕES CAUSADAS POR P. aeruginosa 
 
A primeira escolha no tratamento contra P. aeruginosa envolve as 
cefalosporinas de 3ª ou 4ª geração, ceftazidima e cefepima, respectivamente, 
também chamadas de beta-lactâmicos anti-pseudomonas. Como segunda escolha, 
geralmente, são utilizados os carbapenêmicos entre os quais se destacam o 
meropenem, o imipenem e o doripenem, sendo que esse último apresenta baixa 
atividade contra cepas produtoras de MBL. Estes antimicrobianos são comumente 
utilizados de forma empírica quando há suspeita desta espécie ser a causadora da 
infecção, contudo eles possuem diferentes níveis de atividade (1, 37). Dentro da 
classe dos aminoglicosídeos que têm efeito sobre P. aeruginosa estão: gentamicina, 
amicacina e tobramicina (1). Entretanto, esses antimicrobianos podem causar 
nefrotoxicicdade e ototoxicidade, sendo assim uma das últimas linhas de tratamento, 
e são geralmente empregados em terapia combinada com outro fármaco anti-
pseudomonas (29, 37). Como último recurso contra cepas multirresistentes, os 
oligopeptídeos, como polimixina B e colistina, voltaram a ser usados. Outros 
antimicrobianos que também podem ser utilizados no tratamento de infecções por P. 
aeruginosa são as fluorquinolonas, como ciprofloxacina e levofloxacina (1). 
Devido à inexistência de novos antimicrobianos disponíveis no mercado, a 
terapia com antimicrobianos combinados começou a ser utilizada nos últimos anos. 
Essa forma de tratamento demanda mais custos e apresenta um risco maior de 




as chances de desenvolvimento de resistência (37). O uso de polimixinas e 
aminoglicosídios, geralmente usados como último recurso em bactérias MDR, 
provoca nefrotoxicidade, neurotoxicidade e ototoxicidade, o que preocupa e 
desencoraja sua utilização (12). Portanto outro propósito da terapia combinada é 
permitir a administração de doses menores dos antimicrobianos de forma a reduzir a 
toxicidade (63). 
 
2.6. MÉTODOS DE AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 
 
Apesar de não haver uma padronização das técnicas para avaliar a atividade 
de antimicrobianos combinados, as principais são: a combinação de fitas de Etest®, 
CK, TK e HFIM. 
Fitas de Etest® possuem um gradiente de concentração de um determinado 
antimicrobiano. Elas são colocadas em meio ágar Müeller-Hinton após este ter sido 
inoculado com a bactéria de interesse numa escala 0,5 de MacFarland (técnica de 
disco-difusão). Após incubação por 18h a 24h, uma zona de inibição se forma ao 
redor da fita e a CIM é lida na intersecção da zona com a fita. Na técnica que utiliza 
essas fitas para avaliar sinergismo de antimicrobianos combinados, duas fitas são 
colocadas no ágar em forma de cruz, em um ângulo de 90º, na intersecção entre as 
CIMs, previamente determinadas, de cada antimicrobiano para o microrganismo 
avaliado (Figura 3). Outra forma de utilizar essas fitas para avaliação de sinergismo 
é colocar a fita do primeiro antimicrobiano sobre o ágar, já inoculado com a bactéria, 






Figura 3. Técnica com fitas de Etest®. CIM 
PO: CIM de polimixina B. CIM MP: CIM de 
meropenem. Fonte: adaptado de Pankey et 
al. (2013) (65). 
Após a determinação das CIMs dos antimicrobianos sozinhos e em 
combinações, calcula-se a concentração inibitória fracionada (FIC, do inglês 
fractional inhibitory cencentration) para cada um dos antimicrobianos testados com 
as seguintes fórmulas: 
 FIC da droga A = CIM da droga A em combinação / CIM da droga A 
sozinha 
 FIC da droga B = CIM da droga B em combinação / CIM da droga B 
sozinha 
Por fim, as FICs de cada antimicrobiano são aplicadas na fórmula para 
determinar o índice de concentração inibitória fracionada (FICI, do inglês fractional 
inhibitory cencentration index): 
 FICI = FIC da droga A + FIC da droga B 
Nesta técnica, sinergia é definida como um FICI ≤ 0,5, indiferença é definida 






s, são calculadas as FICs e o FICI da mesma 
forma como apresent rença e 
antagonism
 
CIMA é concentração inibit  amicacina quando 
robiano 
mais at
Já na técnica de CK, é realizada microdiluição em caldo em placas de 96 
poços com diversas concentrações de antimicrobianos combinados. Após 
inoculação da bactéria nos poços com antimicrobianos, a placa é incubada por 18h a 
24h. Existem quatro formas de interpretação das CIMs nesta técnica, a forma mais 
comumente utilizada está apresentada na figura 4. A partir das CIMs dos 
antimicrobianos isolados e combinado
ada acima. As mesmas definições de sinergismo, indife
o são aplicadas (64, 66).  
Figura 4. Exemplo de uma placa com antimicrobianos combinados. 
ória mínima de
combinado. CIMB é a concentração inibitória mínima de polimixina B 
quando combinado. 
Na metodologia de TK, é realizada macrodiluição em caldo. Uma suspensão 
da bactéria, em fase log inicial, é inoculada com antimicrobianos combinados e 
isolados, em concentrações 0,5x, 1x e 2x a CIM. Nos tempos 0, 1, 2, 4, 6, 12 e 24 
horas de incubação, alíquotas são retiradas, diluídas 1:10 em série e semeadas em 
meio de cultura sólido. Após incubação das placas, as unidades formadoras de 
colônia (UFC) são contadas e plotadas em um gráfico log10 UFC/mL versus tempo, 
formando as curvas de tempo-morte. Nesta técnica, sinergismo é definido como uma 
redução ≥2 log10 UFC/mL na combinação em comparação com o antimic
ivo isoladamente e antagonismo como um aumento ≥2 log10 UFC/mL na 
combinação em relação ao antimicrobiano mais ativo isoladamente (67, 68). 
As técnicas até acima apresentadas são consideradas estáticas e não 
consideram a farmacocinética. De forma a tentar mimetizar in vitro a 




r bactérias. Esse modelo permite dosar a 
concent
o testar ceftazidima, cefepime, piperacilina ou piperacilina/tazobactam 
com am
infusão que permitem modelar a dosagem do antimicrobiano, bem como sua 
eliminação do sistema. No módulo com um compartimento, um reservatório contém 
o meio de cultura, a suspensão bacteriana e os antimicrobianos. Uma bomba de 
infusão adiciona meio ao reservatório enquanto outra bomba retira, porém células 
bacterianas também são eliminadas. Para contornar este problema, o HFIM foi 
desenvolvido. Nessa metodologia, um módulo consiste em um cartucho que contém 
milhares de fibras ocas que agem como filtros. O outro módulo é o reservatório que 
contém meio de cultura com antimicrobianos. A suspensão bacteriana fica no 
espaço fora das fibras, mas dentro do cartucho, enquanto o meio de cultura, 
juntamente com os antimicrobianos, circula do reservatório para o cartucho e do 
cartucho para o reservatório, entrando e saindo pelas fibras para entrar em contato 
com as bactérias. Uma bomba de infusão injeta meio e antimicrobianos no 
reservatório enquanto outra bomba retira esse meio do reservatório simulando a 
eliminação do antimicrobiano sem elimina
ração de UFC/mL bem como a concentração dos antimicrobianos em 
determinados tempos de exposição (20). 
Alguns estudos compararam as técnicas avaliando a concordância entre 
elas, como por exemplo o realizado por Gülmez et al. (2010) (69) que encontraram 
concordância entre o método de Etest® e CK para a combinação de 
sulfametoxazol/trimetoprim com ceftazidima contra Stenotrophomonas maltophilia, 
contudo para a combinação de sulfametoxazol/trimetoprim com 
ticarcilina/clavulanato não houve tal efeito. Da mesma forma, Bonapace et al. (2000) 
(70), em Acinetobacter baumannii, encontrou concordância variável ao comparar a 
técnica de Etest® com TK (de 42 a 97%) e CK com TK (de 30 a 67%). Estudando P. 
aeruginosa, Cappelety et al. (1996) (71) demonstrou não haver concordância entre 
CK e TKC a
icacina, tendo a primeira técnica resultado em indiferença e a segunda em 
sinergismo. 
A metodologia com fitas de Etest® é de fácil e simples execução, mas assim 
como o CK, apresenta índices relacionados à CIM, enquanto a técnica de TK pode 
fornecer a concentração bactericida. Além disso, também permite avaliar a atividade 
do antimicrobiano ao longo de todo o período do experimento. Um limitante dessas 




bianos que, por exemplo, apresentaram sinergismo, a fim 
e confirmar esse resultado pelo HFIM, obtendo um resultado mais próximo aos 
modelos in vivo (20, 64). 
 
2.7. ESTUDOS DE SINERGISMO EM P. aeruginosa 
nem com amicacina (72, 73, 76, 77), de duas ou três 
década
abrandada com a aplicação do HFIM, contudo sua utilização é desestimulada devido 
ao alto custo. A técnica de TK, além de ser mais indicada em relação aos métodos 




Desde a década de 1980, diversos estudos vêm avaliando a atividade de 
antimicrobianos combinados contra P. aeruginosa, com alguns apresentando 
sinergismo, indiferença ou atividade bactericida, mas não antagonismo, para as 
combinações de carbapenêmicos com aminoglicosídios (14, 15, 72-79) e 
carbapenêmicos com polimixinas (15, 16, 78-84). Mais especificamente, há quatro 
estudos que combinaram imipe
s atrás, e apenas um que tenha combinado imipenem com polimixina B (83) 
em isolados de P. aeruginosa. 
Bustamante et al. (1987) (72) reportou sinergia, usando a metodologia CK, 
para a combinação de imipenem com amicacina em 47% dos isolados de P. 
aeruginosa sensíveis ao imipenem (CIM ≤8 µg/mL) e à amicacina (CIM 2 a 16 
µg/mL), enquanto para isolados resistentes ao imipenem (CIM >8 µg/mL) e sensíveis 
ou resistentes à amicacina (CIM 4 a 64 µg/mL), tal efeito foi incomum. A partir desse 
estudo poder-se-ia refletir sobre a ocorrência de sinergismo ter alguma relação com 
o nível da CIM. Contudo, Fujita et al. (1993) (75), usando a mesma técnica, 
encontrou sinergia em 90%, para a mesma combinação, em isolados resistentes a 
imipenem e amicacina, havendo também uma redução das CIMs até o ponto de 
corte de suscetibilidade. Este estudo reporta CIMs para imipenem de até ≤64 µg/mL 
e para amicacina de 8 a >128 µg/mL. Além disso, Giamarellos-Bourbollis et al. 
(1996) (76), usando o ensaio de TK, demonstrou não haver significância estatística 
entre a combinação de carbapenêmicos com amicacina em relação ao nível da CIM. 
Ratificando este resultado, o mesmo grupo (Giamarellos-Bourbolis, 1997) (77) 






r Pankuch et al. (2010) (79) também não demonstraram 
efeito d
, não existem estudos até o momento que tenham realizado 
pesquis  de SPM-1 relacionando-a com a atividade de antimicrobianos combinados 
nessa espécie. 
 
não significativa estatisticamente, com CIM de imipenem de 32 a >256 µg/mL e CIM 
de amicacina de 128 a >256 µg/mL. Quanto à combinação de imipenem 
na B, Landman et al. (2005) (83), com a técnica de CK, encontrou sinergia 
somente em 2 de 10 isolados de P. aeruginosa MDR (resistentes a imipenem). 
Bergen et al. (2011) (16, 80) avaliaram, em cepas de P. aeruginosa, as 
combinações de imipenem com colistina e realizaram a detecção de metalo-beta-
lactamases, contudo não relacionaram a presença de uma enzima desse tipo com a 
atividade de antimicrobianos combinados. No estudo realizado por Lim et al. (2011) 
(15), as enzimas IMP e VIM foram detectadas em diversos isolados, mas parecem 
não ter efeito sobre a atividade bactericida das combinações de meropenem com 
polimixina B e meropenem com amicacina, entre outras. Da mesma forma, os 
resultados do estudo feito po
e uma metalo-beta-lactamase em relação a combinações de doripenem com 
amicacina ou levofloxacina. 
Devido à existência de poucos estudos recentes que avaliem combinações 
de imipenem com amicacina e imipenem com polimixina B em P. aeruginosa, torna-
se relevante que mais pesquisas sejam realizadas. Além disso, nenhum estudo que 






3. MARCO TEÓRICO 
 
Em infecções por P. aeruginosa MDR, a polimixina B reemergiu como última 
opção terapêutica, contudo a resposta pode não ser satisfatória considerando a 
emergência de cepas resistentes. Assim, a avaliação da atividade antimicrobiana de 
fármacos combinados, pode auxiliar na escolha da melhor terapia combinada, o que 









Devido à diminuição no desenvolvimento de novos antimicrobianos (85) e a 
alta morbidade e mortalidade decorrentes de infecções por P. aeruginosa, além da 
alta toxicidade do uso de polimixina B (11, 31), novas opções terapêuticas são 
necessárias. Tendo isso em vista, a técnica TK apresenta-se como uma ferramenta 
para avaliar o sinergismo entre antimicrobianos como uma alternativa para 
tratamento das infecções causadas por P. aeruginosa MDR. 
Uma vantagem ao se avaliar sinergismo por TK é verificar a possibilidade de 
atingir a atividade bactericida com concentrações menores ou subinibitórias dos 
antimicrobianos, visando diminuir a concentração necessária destes e, 
consequentemente, seus efeitos colaterais. Mesmo que discretamente, a CIM tende 
a diminuir quando um segundo antimicrobiano é acrescentado em concentrações 
subinibitórias (14). 
Alguns estudos têm associado carbapenêmicos, polimixina B e 
aminoglicosídeos, contudo a maioria utilizou outros métodos que não fornecem 
informações suficientes para a avaliação das suas interações. Deste modo, estudos 
que utilizem métodos capazes de avaliar a interação dos fármacos ao longo do 
tempo são necessários, tendo em vista que são capazes de demonstrar com maior 
precisão as concentrações para se atingir a atividade bactericida e também os 






5.1. OBJETIVO PRIMÁRIO 
 
Avaliar a atividade de amicacina e polimixina B isoladamente e combinados 
com imipenem contra diferentes clones de P. aeruginosa resistentes a 
carbapenêmico. 
 
5.2. OBJETIVOS SECUNDÁRIOS 
 
 Determinar a CIM para amicacina, polimixina B e imipenem nas amostras do 
estudo. 
 Padronizar o método de TK para P. aeruginosa. 
 Verificar o efeito sinérgico, antagônico e bactericida do imipenem em 
combinação com amicacina e polimixina B através da técnica TK contra 
diferentes cepas de P. aeruginosa, selecionadas por eletroforese em gel de 
campo pulsado (PFGE). 
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ABSTRACT 
Introduction: There are only a few options for treatment of infections caused by 
multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa which leads to the use of “old” 
antimicrobials such as polymyxin B or combined therapy. Very few studies have 
assessed combined therapy, especially for imipenem plus amikacin and imipenem 
plus polymyxin B by time-kill assay against carbapenem resistant P. aeruginosa. 
Therefore, the aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of imipenem 
plus amikacin and imipenem plus polymyxin B. Methods: Twenty-seven 
carbapenem-resistant P. aeruginosa were primarily selected for genome analysis 
and detection of blaSPM-1 gene. From the initial 27 isolates, 6 (3 SPM-1 positive and 3 
SPM-1 negative) of different clones were chosen for time-kill assay. Results: For 
combinations of imipenem plus amikacin, synergy was observed in 3 isolates, of 




µg/mL and amikacin ≤32 µg/mL) for these antimicrobials, one was SPM-1 positive 
and two were negative. Antagonism occurred in 5 isolates for combinations of 
imipenem plus polymyxin B, independently of MIC levels or detection of blaSPM-1 
gene. Conclusions: For imipenem plus amikacin combinations, synergism can occur 
when isolates present relatively low imipenem and amikacin MIC values. However, 
for imipenem plus polymyxin B combinations, antagonism was detected regardless 
the MIC values. Finally, we found no correlation between the presence or absence of 
blaSPM-1 gene with synergy/antagonism. 




Pseudomonas aeruginosa is one of the most frequent opportunistic pathogen 
which is able to cause infections especially in immunocompromised patients. This 
bacterium has been highly associated with bacteremia in severe burn individuals, 
with chronic lung infections in patients with cystic fibrosis and with acute ulcerative 
keratitis in contact lens users (Lyczak et al., 2000; Gellatly & Hancock, 2013).  
The main resistant mechanisms in P.  aeruginosa include efflux pumps 
overexpression, porine loss and production of enzymes that hydrolyze antimicrobials, 
such as carbapenemases (Bonomo & Szabo, 2006). In Brazil, the most relevant 
carbapenemase produced by P. aeruginosa, is the SPM-1 metallo-beta-lactamase 
(Sader et al., 2005; Gales et al., 2003; Martins et al., 2007; Zavascki et al., 2005). 
Some studies have reported that carbapenem-resistant P. aeruginosa is associated 
with considerable mortality risk (Suárez et al., 2010; Lautenbach et al., 2010; Kang et 
al., 2005; Peña et al., 2011; Dantas et al., 2014; Joo et al., 2011) which is higher 
when the isolate produces metallo-beta-lactamases (Zavascki et al., 2006). 
As P. aeruginosa resistant to polymyxin B is uncommon, this drug is 
commonly used to treat infections due to MDR P. aeruginosa, even though some 
studies have reported nephrotoxicity and neurotoxicity due to polymyxins (Landman 
et al., 2008; Mostardeiro et al., 2013; Vattimo et al., 2016; Rigatto, 2016; Bahlis et al., 




aeruginosa infections regardless the fact that these antibiotics may also cause 
ototoxicity and nephrotoxicity (Drusano et al., 2007; Rybak et al., 1999; Becker & 
Cooper, 2013). Therefore, polymyxin B and amikacin (AKN) are promising 
candidates for combined therapy, since a possible synergistic effect could be 
achieved with sub inhibitory concentrations (Zavascki et al., 2013). 
Synergy studies assessing combination of carbapenem with polymyxin B or 
amikacin have reported contradictory results. Moreover, only a few studies have 
considered the presence of a metallo-betalactamase (but none SPM-1) as an 
independent factor which may influence the effectiveness of the combined therapy 
(Bergen et al., 2011a; Bergen et al., 2011b; Lim et al., 2011; Pankuch et al., 2008; 
Pankuch et al., 2010).  
There are mainly three methods for assessing antimicrobial activity 
combinations: Etest®, checkerboard and time-kill curves. While the first and second 
techniques provide a fractional inhibitory concentration based on MIC, the latter can 
inform the bactericidal concentration and also demonstrate the antimicrobial activity 
over time (Balouiri et al., 2015). 
Therefore, the aim of this study was to evaluate, by time-kill assay, the 
antimicrobial activity of imipenem plus amikacin and imipenem plus polymyxin B, 





All carbapenem resistant P. aeruginosa isolates obtained from patients in 
Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Brazil, were primarily selected, during the 
period from January to March 2015, resulting in 27 isolates. All isolates were 
identified, by conventional biochemical tests; glucose non-fermentative isolates which 
presented positive result in the oxidase test and production of pyoverdine/pyocyanin 
pigments were considered P.  aeruginosa; isolates with ambiguous results were 




In order to select isolates for the time-kill assay, MIC to imipenem, amikacin 
and polymyxin B, detection of the blaSPM-1 gene and pulsed field gel electrophoresis 
(PFGE) were performed.  MIC was performed by broth microdilution test and 
interpreted according to CLSI (2016). The amplification of blaSPM-1 gene was made by 
conventional PCR using the following primers: 5’-CCTACAATCTAACGGCGACC-3’ 
and 5’-TCGCCGTGTCCAGGTATAAC-3’. The cycling parameters were 95ºC for 5 
minutes, 35 cycles of denaturation at 95ºC for 20 seconds, annealing at 54ºC for 45 
seconds and extension at 72ºC for 30 seconds, and final extension at 72ºC for 10 
minutes. The amplification product was loaded into 1.5% agarose gel with SYBR® 
Safe DNA gel stain (Thermo Fischer®) which was submitted to electrophoresis and 
visualized under UV light. For genotype analysis, the isolates were submitted to DNA 
macrorestriction by XbaI, the fragments were loaded into 1.2% agarose gel and 
separated by PFGE with the following conditions: 5,9 V/cm, 5 seconds initial pulse, 
30 seconds final pulse, total run time of 23 hours, CHEF DR II system. The gel was 
stained with etidium bromide, the fragments were visualized under UV light and the 
banding pattern was analyzed by BioNumerics 6.0. Isolates were considered from 
the same cluster when presented similarity equal or higher than 80%. 
We selected isolates from different PFGE clusters, with low and high MICs 
for imipenem and amikacin, and with presence and absence of blaSPM-1 gene (Table 
1). Isolates CWPA5, CWPA25 and CWPA26 were isolated from sputum and isolates 
CWPA8, CWPA16 and CWPA18, from urine. Only isolate CWPA25 was isolated 
from a cystic fibrosis patient. 
2Table 1. Characteristics of the isolates selected for time-kill assay and concentrations tested. 
MIC (µg/mL) 
Antibiotic concentrations tested in 





IPM AKN PB IPM AKN PB  
CWPA5 D 16 (R) 32 (I) 0.5 (S) 2 16 0.25, 0.5, 1 + 
CWPA8 A 256 (R) 256 (R) 1 (S) 2 16 0.5, 1,  2 - 
CWPA16 G 64 (R) 16 (S) 0.5 (S) 2 8, 16 0.25, 0.5, 1 + 
CWPA18 C >256 (R) >512 (R) 1 (S) 2 16 0.25, 0.5, 1 + 




CWPA26 G 128 (R) 8 (S) 0.25 (S) 2 4, 8, 16 0.25, 0.5, 1 - 
MIC: minimal inhibitory concentration. IPM: imipenem. AKN: amikacin. PB: polymyxin B. S: 







The time-kill assay was performed according to Moody (1992) and CLSI 
(1999). Colonies from a blood agar plate (grown overnight) were used to prepare an 
inoculum of approximately 3x108 CFU/mL in a cation adjusted Müeller-Hinton broth 
(CAMHB).  This suspension was diluted 1:5 in CAMHB (6x107 CFU/mL) and an 
aliquot of this latter suspension was added to each tube containing antimicrobials 
(alone and in combinations) to achieve a final concentration of 6 x 105 CFU/mL. The 
tubes were incubated at 35 ± 2ºC for 24 hours. At times of 0h, 1h, 2h, 4h, 6h, 12h e 
24h an aliquot was taken and serially diluted 1:10. From each dilution, 20 μL was 
plated in MacConkey agar plate which was incubated for 18 to 24 hours for CFU 
counting. 
The concentrations of antibiotics for each isolate were defined according to 
the antibiotic MIC as well as to the doses used in clinical practice. We have tested 
0.5x, 1x and 2x the MIC, in duplicates and the highest concentration used was the 
susceptibility breakpoint, according to CLSI (2016) (Table 2). All concentrations were 
tested alone (imipenem, amikacin and polymyxin B) and in combinations (imipenem 
plus amikacin, imipenem plus polymyxin B). 
Synergism was defined as ≥2 log10 CFU/mL decrease by the combination 
compared with the most active single agent and antagonism was defined as ≥2 log10 
CFU/mL increase by the combination compared with the most active single agent 
after 24 hours of incubation. Bactericidal activity was defined as ≥3 log10 CFU/mL 
decrease by the antimicrobial alone or in combination compared to its respective 
initial inoculum (Moody, 1992; CLSI, 1999). 
In order to correlate IPM MIC values with synergism/antagonism, we 
considered as relatively low, the MIC up to one fold greater than the MIC resistant 
breakpoint, according to CLSI (2016), and as relatively high, the MIC which were five 








The combination IPM plus AKN did not present synergism nor antagonism for 
isolate CWPA16, but for isolate CWPA26, synergism was found at 24h when the 
concentration was IPM plus AKN 2x MIC (Table 2). For this same isolate, when the 
concentration was IPM plus AKN 1x MIC, synergism occurred at 12h (supplementary 
material).  For isolate CWPA16, no combination nor antibiotic tested alone presented 
bactericidal effect at 24h (Table 4), but for AKN 1x MIC alone and IPM plus AKN 1x 
MIC bactericidal effect occurred at 4h and 6h (supplementary material). Only 
combination of IPM with AKN 2x MIC demonstrated bactericidal effect at 24h for 
isolate CWPA26 (Table 4), however bactericidal effect also occurred at other 
moments for this combination, for IPM plus AKN 1x MIC combination and also for 
AKN 1x and 2x MIC alone (supplementary material). For isolate CWPA16, both 
combinations tested (0.5x and 1x MIC) presented regrowth at 6h and 4h, 
respectively. However, for isolate CWPA26, only combinations with 0.5x and 1x MIC 
demonstrated regrowth, it did not happen at 2x MIC combination (Figure 1). 
 
IPM resistant and AKN intermediate isolates (isolates CWPA5 and CWPA25) 
 Synergism of the combination of IPM plus AKN 0.5x MIC was observed for 
the isolate CWPA5 in 24h (Table 2). This same concentration presented synergism 
for isolate CWPA25, but only at 12h (supplementary material). Combination of IPM 
and AKN 0.5x MIC presented bactericidal effect for isolate CWPA5 only before 24h 
and these antibiotics alone did not present bactericidal effect. In contrast, bactericidal 
activity was observed for both the combination of IPM and AKN and AKN alone for 
isolate CWPA25, but being IPM plus AKN 2x MIC the only concentration that 
presented this effect at 24h (Table 4). Isolates CWPA5 and CWPA25 demonstrated 
regrowth in the combination of IPM plus AKN at 6h and 12h, respectively (Figure 1). 
 
IPM resistant and AKN resistant isolates (isolates CWPA8 and CWPA18) 
IPM 2 µg/mL plus AKN 16 µg/mL, which correspond to the breakpoint MIC 
value for these antibiotics, presented no synergism nor antagonism for isolates 
CWPA8 and CWPA18 (Table 2). Moreover, no bactericidal effect was demonstrated 
for these isolates (Table 4) as both presented growth curves very similar to the 





IPM resistant and PB susceptible isolates (all isolates) 
Synergism at 0.5x MIC and 2x MIC PB combinations was observed for 
isolates CWPA5 and CWPA26, respectively. In contrast, antagonism was observed 
for isolates CWPA16 and CWPA26, both in IPM plus PB 1x MIC combination (Table 
3). All concentrations of antibiotics, in combination or alone, presented bactericidal 
effect for all isolates at some point of the growth curves, except for isolates CWPA8 
at concentration PB 0.5x MIC alone and isolate CWPA26 for concentrations PB 0.5x 
MIC alone and IPM plus PB 0.5x MIC (Table 5; supplementary material). Regrowth 
was observed for isolates CWPA8, CWPA16 and CWPA26 in combinations of IPM 2 
µg/mL with PB 0.5x and 1x MIC. For isolate CWPA18, regrowth was noted only at PB 
0.5x MIC (alone or in combination) and for isolate CWPA25 regrowth occurred for all 
concentrations (Figure 1). 
 
Synergism/antagonism and SPM 
When IPM with AKN combinations were tested, synergism was observed for 
one isolate SPM-1 negative and for one isolate SPM-1 positive (Table 2). In 
combinations with PB, antagonism was observed also for one isolate SPM-1 
negative and for one isolate SPM-1 positive (Table 3). Combinations with AKN 
presented regrowth for 4 isolates (two SPM-1 positive and two SPM-1 negative). 
Regrowth was observed for all combinations of PB for all isolates regardless the 





5Figure 1. Time-kill curves of imipenem plus amikacin (left column) and imipenem plus polymyxin B 
(right column) for isolate CWPA5 (A and B), isolate CWPA8 (C and D), isolate CWPA16 (E and F), 






3Table 2. Log10 UFC/mL changes between AKN combinations and the most active single 
antibiotic after 24 hours exposure. 











CWPA5 16 32 + NT NT NT -2.738a 
CWPA8 256 256 - NT NT NT -0.249 
CWPA16 64 16 + 0.130 0.164 NT NT 
CWPA18 >256 >512 + NT NT NT 0.109 
CWPA25 16 32 - NT NT NT -1.597 
CWPA26 128 8 - -0.126 -1.312 -3.699a NT 
IPM: imipenem. AKN: amikacin. NT: Not tested. a Sinergysm.  
4Table 3. Log10 UFC/mL changes between PB combinations and the most active 
single antibiotic after 24 hours exposure. 









Isolate CWPA5 16 0.5 + -3.366a 0.000 0.000 
Isolate CWPA8 256 1 - -0.597 1.320 0.000 
Isolate CWPA16 64 0.5 + -0.956 3.146b 0.000 
Isolate CWPA18 >256 1 + -1.572 0.000 0.000 
Isolate CWPA25 16 0.25 - 0.010 -1.636 1.215 
Isolate CWPA26 128 0.25 - -0.051 3.841b -3.224a 
IPM: imipenem. PB: polymyxin B. a Sinergysm. b Antagonism. 
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5Table 4. Log10 UFC/mL changes between AKN final inoculum and initial inoculum after 24 hours exposure. 
MIC (µg/mL) Log10 UFC/mL changes 
Isolates 
IPM AKN 


















Isolate CWPA5 16 32 + 3.761 3.654 NT NT NT 0.693 NT NT NT 
Isolate CWPA8 256 256 - 2.999 NT NT NT 2.895 NT NT NT 2.706 
Isolate CWPA16 64 16 + 2.329 2.250 1.523 NT NT 2.431 1.261 NT NT 
Isolate CWPA18 >256 >512 + 3.273 NT NT NT 3.555 NT NT NT 3.778 
Isolate CWPA25 16 32 - 3.875 -0.062 NT NT NT -1.589 NT NT NT 
Isolate CWPA26 128 8 - 3.270 2.207 0.526 -1.585 NT 2.242 -0.505 -5.161a NT 
IPM: imipenem. AKN: amikacin. NT: Not tested. a Bactericidal effect. 
 
 
6Table 5. Log10 UFC/mL changes between PB final inoculum and initial inoculum after 24 hours exposure. 
MIC (µg/mL) Log10 UFC/mL changes 
Isolates 
IPM PB 














Isolate CWPA5 16 0.5 + 3.761 -1.779 -5.100a -5.246a -5.198a -5.177a -5.146a
Isolate CWPA8 256 1 - 2.999 5.768 -0.280 -5.189a 1.215 0.982 -5.171a
Isolate CWPA16 64 0.5 + 2.329 2.084 -5.211a -5.310a 1.084 -2.075 -5.305a
Isolate CWPA18 >256 1 + 3.273 0.873 -5.154a -5.221a -0.721 -5.131a -5.084a
Isolate CWPA25 16 0.25 - 3.875 3.176 2.885 -1.773 3.163 1.254 -0.486 
Isolate CWPA26 128 0.25 - 3.270 3.066 -1.977 -1.910 3.017 1.813 -5.155a








Infections caused by MDR bacteria are worrisome due to the limited options 
for treatment. The restricted options of antimicrobials which may present toxicity, lead 
to the use of combined therapies (Zavascki et al., 2013). Regardless the fact that 
there are many studies demonstrating synergism against P. aeruginosa, (Ahmed et 
al., 2013; Bergen et al., 2011a; Bergen et al., 2011b; Cirioni et al., 2007; D’Souza et 
al., 2014; Dundar & Otkun, 2010; Lima et al., 2013; He et al., 2012; Mitsugui et al., 
2011; Pankuch et al., 2008; Pankuch et al., 2010; El-Azizi, 2016), only a few 
evaluated imipenem in combination with amikacin (Giamerellos-Bourboulis et al., 
1996; Giamerellos-Bourboulis et al., 1997) and none assessed imipenem plus 
polymyxin B by time-kill curves. 
 
Synergism and antagonism 
Isolates CWPA5 and CWPA25, which had relatively low MIC for AKN (32 
µg/mL) and IPM (16 µg/mL), presented synergy, although IPM and AKN presented 
synergism for isolate CWPA25 only at 12h of incubation. Additionally, this 
combination did not present synergism for isolates CWPA8 and CWPA18 which 
presented higher MIC for these antimicrobials (IPM 256 µg/mL and AKN 256 µg/mL, 
IPM >256 µg/mL and AKN >512 µg/mL, respectively). Despite it was evaluated by a 
different methodology, Ferrara et al. (1989), using the checkerboard technique, 
demonstrated synergy of carbapenens combined with amikacin against P. 
aeruginosa when the imipenem MICs were relatively low (0.5 to 8 µg/mL). Similarly, 
Bustamante et al. (1987) found 47% of synergy when testing IPM plus AKN against 
P. aeruginosa with low IPM MIC (≤8 µg/mL) but this effect was uncommon for 
isolates with higher IPM MICs (>8 µg/mL). Fujita et al. (1993) have found 90% of 
synergy of IPM with AKN against P. aeruginosa resistant isolates. These had IPM 
MIC ≤64 µg/mL, but variable AKN MICs (8 to >128 µg/mL). However, Giamarellos-
Bourboulis et al. (1996) have found different results. By time-kill assay, these authors 
demonstrated that there was no statistically difference between antimicrobial activity 




Results of different studies assessing combinations of carbapenems plus 
polymyxins seem to be more variable than carbapenem plus amikacin combinations. 
In our study, combinations of PB 0.5x MIC (0.25 µg/mL) and PB 2x MIC (0.5 µg/mL) 
for isolates CWPA5 and CWPA26, respectively, also presented well evidenced 
synergism. When testing IPM plus PB in IPM-resistant P. aeruginosa, by 
checkerboard method, Landman et al. (2005) have demonstrated synergy in only 2 
out of 10 isolates. The authors did not specify the values of IPM MICs of isolates with 
positive results for synergism. In another study using two IPM-resistant P. aeruginosa 
isolates (IPM MIC 16 and 32 µg/mL), Bergen et al. (2011a) have found synergy of 
IPM plus colistin combinations (colistin 0.5x MIC plus IPM 8 µg/mL, colistin 4x MIC 
plus IPM 1 µg/mL and colistin 4x MIC plus IPM 8 µg/mL).  It has to be considered 
that our study used lower concentrations of bacteria as well as lower antibiotic levels 
(up to 2x MIC). 
Considering antagonism, we found combinations of IPM plus PB 1x MIC 
being antagonist for two isolates (CWPA16 and CWPA26). It has to be considered 
that the combination of PB 1x MIC plus IPM was also antagonist for isolates CWPA8 
and CWPA25 but only before 24h of incubation. Cai et al. (2016) also found 
antagonism, for IPM plus PB combinations, but in carbapenem resistant Escherichia 
coli. One possible explanation for polymyxin B inhibition is a high concentration of 
calcium or magnesium, that can antagonize polymyxin binding to LPS (D’Amato et 
al., 1975; Davis et al., 1971), it would be necessary to evaluate whether the 
imipenem molecule also play a role as inhibitor of PB binding to LPS. 
We found synergy and antagonism being a variable phenomenon among the 
isolates evaluated in our study as IPM plus PB presented synergism for one isolate 
(CWPA5); antagonism for four isolates (CWPA8, CWPA16, CWPA18 and CWPA25) 
and synergy plus antagonism for one isolate (CWPA26). Therefore, one could 
speculate that antagonism/synergism is not related to IPM MIC levels. In fact, there is 
a lack of in vitro studies applying time-kill curves to assess specifically IPM and PB 
combination for carbapenem-resistant P. aeruginosa and, to date, there is also no 
study demonstrating in vitro antagonism for carbapenens and polymyxins 






We found bactericidal activity of IPM plus AKN combination for 4 of 6 
isolates; the IPM MIC of the four isolates ranged from 16 to 128 µg/mL and AKN MIC 
from 8 to 32 µg/mL. The two isolates, to which the IPM and AKN were not 
bactericidal, presented relatively high MIC (IPM MIC ≥256 µg/mL and AKN MIC from 
256 to ≥512 µg/mL). However, Lim et al. (2011), using time-kill assay, described 
bactericidal activity of meropenem plus AKN combination for 3 of 22 P. aeruginosa 
isolates and meropenem plus PB combination for 8 of 22 P.aeruginosa. Most of the 
combinations that showed bactericidal effect were effective against isolates with 
relatively high MIC values (IPM MIC ≥64 µg/mL, AKN MIC 64 to ≥128 µg/mL).  
 Regarding PB combinations, all combinations in our study presented 
bactericidal effect which may be due to the fact that the isolates were all susceptible 
to PB (MIC <2 µg/mL).  Moreover, PB (alone or in combination) tended to present a 
fast bactericidal activity as in 1h of incubation the effect was evidenced for all 
isolates. This is consisting with Cirioni et al. (2007) and Tam et al. (2005) findings, 
that demonstrated, in P. aeruginosa, colistin bactericidal action within 15 minutes and 
2 hours, respectively, of exposure. 
 
Presence of metallo-betalactamase 
In our study, the presence or absence of the metallo-betalactamase SPM-1 
did not present influence in the synergistic, antagonist or bactericidal effect. In line 
with this, Pankuch et al. (2008), Pankuch et al. (2010), Lim et al. (2011) and He et al. 
(2012), that used isolates with VIM and IMP enzymes in synergistic studies, have 
also found no correlation between these metallo-beta-lactamase and synergism, 
indifference or antagonism of combined antimicrobials. 
 
Regrowth 
In our study, most of the isolates presented regrowth along the period of the 
experiment, which appears to be a common feature in assays that assess 
antimicrobial activity in several times during the experiment (Bergen et al., 2011a; 




2009; Cappelletty & Rybak, 1996; Tam et al., 2005). The regrowth could be 
explained by the selection of resistant mutants, inactivation of the antimicrobial agent 
or regrowth of susceptible bacteria that have adhered to the wall of the tube (CLSI, 
1999). New et al. (2013) have described antimicrobial chemical degradation in a 
hollow fiber infection model in 12h exposure. However, other studies (Tam et al., 
2005; Bratu et al., 2005; Cai et al., 2016; Landman et al., 2005) have retested MIC of 
the survival population and found that their MICs increased compared to the initial 
population, suggesting that regrowth most likely occurs due to selection of resistant 
populations. 
 
In conclusion, our study indicates that synergism of IPM and AKN was 
common for isolates of P. aeruginosa with relatively low IPM and AKN MIC values 
but when MIC values for these antimicrobials are relatively high, synergism usually 
does not occur. Moreover IPM and PB combinations may also present synergistic 
effect but at a variable rate; in fact the main effect of combination of IPM and PB 
against P. aeruginosa was antagonism which occur even with PB sub- and inhibitory 
concentrations. Additionally, the presence of blaSPM-1 gene does not seem to 
influence the antimicrobial activities assessed by time-kill assay. Finally, it would be 
important to establish a standard method using the same parameters (bacterial 
inoculum, antibiotic concentration etc) to evaluate combined antimicrobial activity in 
order to be possible to compare results inter laboratories.  
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7Table 1. Log10 UFC/mL changes between combination and the most active single antimicrobial. 
Times Combination Alone 
1 h 2 h 4 h 6 h 12 h 24 h 
Isolate CWPA5        
IPM 2 µg/mL + AKN 16 µg/mL AKN 16 µg/mL -0.413 -0.886 -1.851 -3.176 a -2.792a -2.738a
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC PB 0.5x MIC -1.975 -1.699 -2.989a -3.243 a -2.929a -3.366a
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC PB 1x MIC 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC PB 2x MIC 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
Isolate CWPA8        
IPM 2 µg/mL + AKN 16 µg/mL AKN 16 µg/mL 0.106 -0.359 -0.137 -0.607 1.136 -0.249 
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC PB 0.5x MIC -1.699 0.000 -1.000 -0.009 0.194 -0.597 
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC PB 1x MIC 0.000 0.000 0.000 2.097b 0.472 1.320 
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC PB 2x MIC 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
Isolate CWPA16        
IPM 2 µg/mL + AKN 0.5x MIC AKN 0.5x MIC 0.231 -0.243 -0.623 -0.879 0.010 0.130 
IPM 2 µg/mL + AKN 1x MIC AKN 1x MIC 0.305 -0.516 -1.398 0.602 -0.720 0.164 
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC PB 0.5x MIC -0.903 0.000 -1.699 -1.398 -0.377 -0.956 
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC PB 1x MIC 0.000 0.000 0.000 0.000 2.352b 3.146b 
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC PB 2x MIC 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
Isolate CWPA18        
IPM 2 µg/mL + AKN 16 µg/mL AKN 16 µg/mL -0.145 -0.368 -0.075 0.068 0.115 0.109 
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC PB 0.5x MIC 0.000 0.000 2.398b 0.916 0.213 -1.572 
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC PB 1x MIC 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC PB 2x MIC 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
Isolate CWPA25        
IPM 2 µg/mL + AKN 16 µg/mL AKN 16 µg/mL -0.136 0.388 0.000 0.000 -2.097a -1.597 
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC PB 0.5x MIC 0.747 -1.398 -0.207 -1.439 -1.628 0.010 
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC PB 1x MIC 2.677b 0.000 2.574b 0.949 -0.761 -1.636 
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC PB 2x MIC -1.398 0.000 0.000 2.439 3.541a 1.215 
Isolate CWPA26        
IPM 2 µg/mL + AKN 0.5x MIC AKN 0.5x MIC -0.078 -0.310 -0.477 -0.699 0.785 -0.126 
IPM 2 µg/mL + AKN 1x MIC AKN 1x MIC 0.062 -0.875 1.699 -1.699 -2.000a -1.312 
IPM 2 µg/mL + AKN 2x MIC AKN 2x MIC 0.062 -1.699 0.000 0.000 0.000 -3.699a
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC PB 0.5x MIC -0.450 -0.914 -1.129 -0.765 -0.533 -0.051 
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC PB 1x MIC 0.000 0.000 2.398b 3.021b 1.594 3.841b 
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC PB 2x MIC 0.000 0.000 0.000 0.000 -2.653a -3.224a











8Table 2. Log10 UFC/mL changes between times and its respective initial inoculum for 
amikacin. 
Times Concentrations 
1 h 2 h 4 h 6 h 12 h 24 h 
Isolate CWPA5        
IPM 2 µg/mL  -0,190 0,489 1,429 1,511 2,890 3,761 
AKN 0.5x MIC  -0,064 -0,105 -1,856 -1,929 0,084 3,654 
IPM 2 µg/mL + AKN 0.5x MIC -0,698 -1,213 -3,929a -5,327a -2,929 0,693 
Isolate CWPA8        
IPM 2 µg/mL 0,240 0,420 0,575 1,240 1,713 2,999 
AKN 16 µg/mL 0,204 0,333 0,200 1,012 1,109 2,895 
IPM 2 µg/mL + AKN 16 µg/mL 0,370 0,034 0,123 0,465 2,304 2,706 
Isolate CWPA16        
IPM 2 µg/mL 0,462 0,843 1,593 1,440 1,902 2,329 
AKN 0.5x MIC 0,514 0,891 -0,485 -1,205 0,271 2,250 
AKN 1x MIC 0,363 -0,310 -3,653a -3,653a -0,846 1,523 
IPM 2 µg/mL + AKN 0.5x MIC 0,795 0,698 -1,057 -2,033 0,332 2,431 
IPM 2 µg/mL + AKN 1x MIC 0,243 -1,252 -5,477a -3,477a -1,992 1,261 
Isolate CWPA18        
IPM 2 µg/mL -0,249 0,070 0,439 0,837 2,559 3,273 
AKN 16 µg/mL 0,187 0,555 0,988 1,382 2,927 3,555 
IPM 2 µg/mL + AKN 16 µg/mL 0,156 0,301 1,028 1,564 3,156 3,778 
Isolate CWPA25        
IPM 2 µg/mL 0,079 0,684 1,108 1,602 2,583 3,875 
AKN 0.5x MIC 0,117 -1,633 -5,267a -5,267a -3,170a -0,062 
IPM 2 µg/mL + AKN 0.5x MIC 0,052 -1,175 -5,197a -5,197a -5,197a -1,589 
Isolate CWPA26        
IPM 2 µg/mL -0,083 -0,036 1,520 1,521 3,139 3,270 
AKN 0.5x MIC -0,004 -0,075 -2,089 -2,390 -2,061 2,207 
AKN 1x MIC -0,194 -1,307 -5,183a -3,484a -3,183a 0,526 
AKN 2x MIC -0,607 -3,585a -5,284a -5,284a -5,284a -1,585 
IPM 2 µg/mL + AKN 0.5x MIC 0,078 -0,224 -2,406 -2,928 -1,116 2,242 
IPM 2 µg/mL + AKN 1x MIC 0,148 -1,903 -3,204a -4,903a -4,903a -0,505 
IPM 2 µg/mL + AKN 2x MIC -0,422 -5,161a -5,161a -5,161a -5,161a -5,161a














9Table 3. Log10 UFC/mL changes between times and its respective initial inoculum for 
polymyxin B. 
Times Concentrations 
1 h 2 h 4 h 6 h 12 h 24 h 
Isolate CWPA5        
IPM 2 µg/mL  -0,190 0,489 1,429 1,511 2,890 3,761 
PB 0.5x MIC  -3,447a -3,447a -2,157 -1,903 -2,216 -1,779 
PB 1x MIC  -5,100a -5,100a -5,100a -5,100a -5,100a -5,100a
PB 2x MIC  -5,246a -5,246a -5,246a -5,246a -5,246a -5,246a
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC -2,492 -5,198a -5,198a -5,198a -5,198a -5,198a
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC -5,177a -5,177a -5,177a -5,177a -5,177a -5,177a
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC -5,146a -5,146a -5,146a -5,146a -5,146a -5,146a
Isolate CWPA8        
IPM BP 0,240 0,420 0,575 1,240 1,713 2,999 
PB 0.5x MIC 0,522 -1,176 1,522 1,894 2,195 5,768 
PB 1x MIC -5,144a -5,144a -5,144a -5,144a -2,331 -0,280 
PB 2x MIC -5,189a -5,189a -5,189a -5,189a -5,189a -5,189a
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC -5,132a -5,132a -3,433a -2,071 -1,566 1,215 
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC -5,201a -5,201a -5,201a -3,104a -1,916 0,982 
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC -5,171a -5,171a -5,171a -5,171a -5,171a -5,171a
Isolate CWPA16        
IPM 2 µg/mL 0,462 0,843 1,593 1,440 1,902 2,329 
PB 0.5x MIC -2,425 -5,204a -3,505a -3,806a -1,013 2,084 
PB 1x MIC -5,211a -5,211a -5,211a -5,211a -5,211a -5,211a
PB 2x MIC -5,310a -5,310a -5,310a -5,310a -5,310a -5,310a
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC -3,373a -5,249a -5,249a -5,249a -1,436 1,084 
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC -5,221a -5,221a -5,221a -5,221a -2,869 -2,075 
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC -5,305a -5,305a -5,305a -5,305a -5,305a -5,305a
Isolate CWPA18        
IPM 2 µg/mL -0,249 0,070 0,439 0,837 2,559 3,273 
PB 0.5x MIC -5,176a -5,176a -5,176a -5,176a -2,300 0,873 
PB 1x MIC -5,154a -5,154a -5,154a -5,154a -5,154a -5,154a
PB 2x MIC -5,221a -5,221a -5,221a -5,221a -5,221a -5,221a
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC -5,199a -5,199a -2,801 -2,282 -2,110 -0,721 
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC -5,131a -5,131a -5,131a -5,131a -5,131a -5,131a
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC -5,084a -5,084a -5,084a -5,084a -5,084a -5,084a
Isolate CWPA25        
IPM 2 µg/mL 0,079 0,684 1,108 1,602 2,583 3,875 
PB 0.5x MIC -2,547 -3,778a -2,315 -1,259 1,014 3,176 
PB 1x MIC -5,166a -5,166a -5,166a -2,814 -0,982 2,885 
PB 2x MIC -3,773a -5,171a -5,171a -5,171a -5,171a -1,773 
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC -1,822 -5,198a -2,544 -2,720 -0,635 3,163 
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC -2,483 -5,160a -2,585 -1,858 -1,736 1,254 
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC -5,099a -5,099a -5,099a -2,659 -1,558 -0,486 
Isolate CWPA26        
IPM 2 µg/mL -0,083 -0,036 1,520 1,521 3,139 3,270 
PB 0.5x MIC -1,299 -0,957 0,262 1,138 2,987 3,066 
PB 1x MIC -5,083a -5,083a -5,083a -5,083a -2,571 -1,977 
PB 2x MIC -5,134a -5,134a -5,134a -5,134a -2,480 -1,91 
IPM 2 µg/mL + PB 0.5x MIC -1,747 -1,869 -0,864 0,375 2,456 3,017 
IPM 2 µg/mL + PB 1x MIC -5,133a -5,133a -2,735 -2,111 -1,027 1,813 
IPM 2 µg/mL + PB 2x MIC -5,155a -5,155a -5,155a -5,155a -5,155a -5,155a




8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Tendo em vista as poucas opções disponíveis para o tratamento de 
infecções causadas por P. aeruginosa MDR, novas alternativas são necessárias. A 
terapia combinada se tornou bastante promissora, contudo vem sendo empregada 
usualmente de forma empírica. 
Considerando os resultados encontrados, foi possível avaliar a atividade das 
combinações de imipenem com amicacina e imipenem com polimixina B para 
diferentes isolados de P. aeruginosa. Para combinações de imipenem com 
amicacina parece haver uma tendência de ocorrer sinergismo quando as CIMs para 
esses antimicrobianos são menores, enquanto para CIM mais altas, esse efeito não 
ocorre. Já para combinações de imipenem com polimixina B, não parece haver a 
mesma tendência, com a ocorrência de sinergismo ou antagonismo sendo 
independentes dos valores das CIMs. Além disso, foi possível verificar que a 
presença do gene produtor da enzima SPM-1 não influencia na atividade 
antimicrobiana das combinações avaliadas. 
 A padronização da técnica de TK modificada para a contagem de colônias 
em gotas diminuiu o custo desta metodologia, sendo necessária uma menor 






9. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Como este modelo de TK de avaliação de atividade antimicrobiana utilizado 
é estático, ele não considera a farmacocinética. Uma perspectiva futura seria 
estudar a possibilidade de adaptar esse modelo para incluir estas variáveis, por 
exemplo, aplicando o HFIM. Além disso, seria interessante aumentar o número da 
amostra para a qual foi realizada a técnica de TK, de forma a poder aplicar um teste 
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